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結合反応は全量 2.0 meの等張トリス溶液 (100 mM N a Cl , 50mM Tris-HC 1 (p H 7.4) , 1 mM 
MgCl z ) 中で37T ， 60分間行ない，直ちにグラスフィルター (Whatman GF / F) 上に吸引炉過し，
3 meの等張トリス容液で 3 回洗浄し，放射能を測定した。
(成績)
①モルモット小腸膜分固において γ線照射量に対して 3H-QNB 結合量は指数関数的に減少し，標的
論 lとより mAChR の分子量は約 8 万と推定された。一方，カノレパコールの mAChR への親和性を減
少させる Gpp (NH)p の効果に関与する分子量は約18万と推定された。また照射量の増大に伴って， 3H­
QNB 結合の Kd (0.3nM) には有意の変化がみられなかったが，カ jレパコールの QNB 結合阻害曲線
は右に移動し 1μM または 5μM のカルパコール存在時の3H~QNB 結合量はカルパコールおよび
Gpp(NH)p の存在時の QNB 結合量に接近し線量 8.7Mrad において殆んど一致した。②モルモッ
ト小腸膜分画においてトリプシン処理 (40μg/mg 蛋白， 30 oC, 20分間)は Gpp (NH)p と同様にカル
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パコールの QNB 結合阻害曲線を右に移動させ，乙のトリプシン処理と Gpp (NH)p の効果は類似して
おり，かつnon-additive であった。モルモ、y ト心臓膜分画において尿素処理 (4 M. ooc , 30分間)と
ア Jレカリ処理 (pH lO.2 ， 37"c , 15分間)はカルパコールの QNB 結合阻害曲線を右に移動させ， Gpp 
(NH)p の効果を消失させた。なお乙れらの処理は3H-QNB 結合の Kd H=対しても，またアトロビン
の QNB 結合阻害曲線に対しても殆ど影響を及ぼさなかった。心臓膜分画の 1% コール酸抽出液の添加
によってアルカリ処理の膜分画では Gpp (NH)p の効果が回復したが， トリプシン処理および尿素処理
の膜分画ではGpp(NH) p の効果は殆ど回復しなかった。
(総括)
① GTP 結合蛋白質 (G-protein) が mAChR と結合している時には mAChR はアゴニストに対
して高親和性を示しており，一方 GTP が G- proteinlë:結合すると G-proteinから mAChR が解離し
て， mAChR がアゴニストに対して低親和性の状態をとるようになる。② mAChR と共役している
G-protein は 1% コール酸で可溶化される。③アルカリ処理は G-protein を変性させ，またトリプ
シン処理及び尿素処理は mAChR の G-protein との結合部位をそれぞれ分解および変性させて，ア
コーニストに対する mAChR の低親和性の状態を生じる。
論文の審査結果の要旨
muscarinic agonist の muscarinic receptor への結合の親和性を低下させる GTP の効果には
receptor subunit のみならず他の subunit すなわち GTP結合蛋白質も関与していることがγ線照射
による失活実験によって示唆されている。また，アルカリ処理はGTP 結合蛋白質を変性させ， トリプ
シン処理および尿素処理は muscarinic receptor の GTP結合蛋白質との結合部位をそれぞれ分解お
よび変性させて I muscarinic agonist Ië:対する muscarinic receptor の低親和性の状態を生じるこ
とが示唆されている。学位論文lζ値する内容である。
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